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本論文 の 要旨 は日 本横学会第39回 ( 昭和55年) 総会に お い て 報告さ れ た ･
近年 . 微生物に 由来す る宿主免疫機能賦活物質 が癌
治療 に 用 い られ て き た . と く に 諸種 の 化学療法剤と の
併用 に よ る化学 ･ 免疫療法 に お い て す ぐれ た 治療効果
が も た ら され る こ と が 国内 . 国外を 通 じて 経験さ れ て
い る . 溶連 繭製剤 O K- 4 3 2の 抗腫瘍性 な らび に 作用
特性に 関して は, 動物実験及 び 臨床応用面 に お い て 多
数の 報告が み ら れて おり . そ の 有用 性 が評価 さ れ て い
る
l卜 3}
. 本製 剤の 特色 は , 直接癌細胞 を傷害 す る活性
1,･4'
と と も に , 宿主 機能を統括 し . 間接 的に 抗腫瘍効果を
もた ら す点 に あ る と さ れ て い る1 卜 4l. 後者 に 関 して は ,
O K - 4 3 2に よ る マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 活性化5}諸田胞傷害
性 丁細胞 の 誘導6}, 補体の 活性化
71 8)
,
あ る い はイ ン タ ー
フ ェ ロ ン の 増量 9)な ど多数 の 知 見が も た ら さ れ て お り .
癌 の 免疫療法 に 重要な位置 を占め る も'の とみ られ て い
る . 谷内等1 0)は , O K - 4 3 2 を使用 す る化学 ･ 免疫療
法で 癌患者 に 病状の 改善を み た 場合 , 細胞性免疫能 も
改善さ れ る傾向に あ る こ とを 報告 し て い る . 大 山等
I l'
は O K- 4 32の 有効成分で あ る溶連菌(Su 繭) 体か ら
多糖体及び M 一 夕 ン バ ク 質 に 対 す る皮内反応陽性及び
血中凝集抗体価の 高 い 癌患者 で は O K
- 4 3 2に よ る治
療効果の 改善 が より 期待 さ れ るこ と を 示し た ･
一 方 , 癌 に 対す る免疫反応は , 宿主 と な る 動物の 種
及 び系と癌 の 種類 との 相互 条件 に よ っ て 著 しく 左 右さ
れ る . ヒ ト 囁に お い て 観察 され る自然退縮例 の う ち ,
少 く と も ある もの は免疫学的機序 に よ っ て 起 こ っ た も
の と み な され る . 換言 す れ ば . 非特異的免疫賦活剤に
ょ る癌治療 に お い て , 奏効 . 無効が き わ め て 対照的に
観察さ れ る現象 の 背景と し て , こ の 種の 制癌剤 に よ る
抗腫瘍効果の 発現 に は , 一 部 に は 1) 宿主側因子の 関
Gen etic Control o n the Elictatio n of
与 , 2) 腫瘍細胞の も つ 抗 原性が想定 さ れ る . 宿主に関
す る 因子の う ち , 細 菌製剤に 対す る 反応性の 遺伝的差
異の 検討 は , 宿主 お よ び腫瘍細胞の 主要組織適合抗原
(Majo rHisto c o mpatibility Co mple x, M H C)制約
が実験的解析 を困難 に し て き た .
動物腫瘍 , と く に 移植腫瘍 に お い て は , M HC を欠く
か , そ の 発現 が き わ め て 微弱 で あ る例 が 認め られて お
り . こ の 場合 , 宿 主 の 免疫反 応 か ら の 逃避 が考えられ
て い る . ま た , ヒ ト 癌及び こ れ に 由来す る培養系細胞
に M H C を欠く 例が しば しば み られ て い る ,
本研究 は , 宿主 お よ び腫瘍細胞の も つ MIIC の 制約
を 除外す るた め に M H C欠損腫瘍 を用 い , 1 ) 宿主 の
O K - 4 3 2に 対す る反応性 の 遺伝的解析 を行 い , 2)
こ の 場合 に 有効 な宿主細胞 の 同定 と , 3)有効性を示す
宿主細胞群 と免疫賦活剤 と の 相互作用 を , 宿主 の 遺伝
的背景 に お い て 解析 す る研究 の 一 環 と し て 行な われた
も の で あ る .
材 料 及 び 方 法
1. 動物
静岡実験動物 ( 浜松)か ら購入 し た 6 ～ 8 過令の雌
C 3H / HeN(H - 2
k),C 5 7B L /6(H - 2
b
), D B A /2(H-2d)
及 び B 6 D 2 F. (H-2b d) マ ウ ス を 実 験 に 供 し た . ま
た , 戻 し 交 配 に よ る (B 6 D 2 Fl X C 5 7 B L/6) 及 び
(B 6 D 2 Fl X D B A /2)マ ウ ス は , 自家繁殖に よ っ た ･
2 . 腫瘍
C 3 H / HeN マ ウ ス に 原発 . 継代移植 の M M 2マ ウ ス
乳 敵 お よ び マ ウ ス 肝癌 M H 1 3 4,C 5 7BL/6に原発,継
代移植の 白血病 E L4 をい ず れ も腹水型 で 使用 し た･各
Antitu mo r Effect of O K-432 in Mic e. 11su
Sha ng-Lin, Depa rtm ent of Surgery, Canc er Res e arch
In stitute･ Ka n aza w aUniv er sity一
O K-432に よ る抗腰板効果
腹水腫瘍 は金沢大学が ん 研究所化学療法部 より 分与 さ
れた. MM 2 は, 移植性に 関し系特異性 を喪失 して い る
とさ れ て い る . 本研究 で は こ の 点を さ ら に 確認する た
めに抗 H - 2 K
k 血清 , 抗 E - 2 Dk 血清 (国立遺伝学
研究所細胞遺伝部森脇和郎博士か ら恵与さ れ た) に よ
る中和試験 , 及び異系 マ ウ ス へ の 移植 実験 を 行 い ,
M M2 の M H C旧 - 2k)発 現 は きわ め て 微 弱 で あ る こ
とを確認 し た1 2).
3. 抗癌剤 な ら び に ア イ ソ ト ー プ標識物質
O K- 432(Piciba nil⑧)は中外製薬株式会社 より 供与
をうけ た . Na2
5 1
CrO4(2 0 0～ 4 00m C i/m gCr)溶液 は
New England Nucle ar Co .(U.S.A,)より 購入 した .
4. ル = 油 川 抗 腫瘍実験
実験群 は1 6～ 20匹の マ ウ ス を 用 い た . ト リ バ ン プ
ル ー 排除能の あ る M M 2細胞 5 × 1 05 個を マ ウ ス の 腹
腔内(iP) に 移植 し , O K q 4 3 2(3 K E/マ ウ ス) を移
植後3 日日及び 10 日目 の 2 臥 腹腔内投与 した , 対照
群マ ウ ス に は , 生理 食塩水 0.25 血 を腹腔内投与 し た .
効果判定は , 移植後 60 日目 に お け る生存 マ ウ ス 数 と
Median Sur viv al Tim e(M S T)に よ っ た . な お ,60 日
以前に 死亡 し た マ ウ ス は剖検に よ っ て 腫瘍死 を確認 し
た.
5. 細胞傷害補助因子 (C M S) の 調製 :
力7 けね和 実験終了60 日目に お い て M M 2腫瘍腹水
及び結節腫瘍形成が認め られ なか っ た マ ウ ス に , 同種
腫瘍細胞 2 ～ 3 × 108 個を腹腔 に 再移植 し , 約3 過後
腫瘍の 生者 , 増殖が拒絶 さ れ た マ ウ ス か ら採血 , 分離
した血清を C M S と し た. 本血清 は , 56℃ , 30分加熱
処理後 . - 70 ℃で 保存 し た .
6. 5 1Cr - 標識腫瘍細胞浮遊液の 調製
移植6 日目の 腹水腫瘍細胞を冷 R P M ト 1 6 40 (日
水製薬 KK)液で 3回遠 心洗浄し , 10%ウ シ胎児血清を
含む R PM I- 1 6 4 0溶液に 細胞濃度1Ⅹ1 07 個/m‖こ 浮
遊せ し めた
.
こ の 細胞 浮遊液 1mLに 0 .1 mLの 100iLCi
Na25 1cro4 液を 加え ,37 ℃,45分間イ ン キ ュ ベ ー ト後 ,
5分間氷水中で 放置し た . 次 い で 1 0%ウ シ胎 児血清加
RPM I- 1 64 0溶液 で 3 回遠 心 洗浄 し , 細 胞 濃度
2Ⅹ10
5 個/mエと し て 実験 に 供 した .
7. 腫瘍細胞傷害試験
1)補体依存性傷害試験 :段 階希釈 し た CMS O.1 血
をカ ル チ ャ M プ レ ー ト(Falc o n♯3 0 4 2)の ウ エ ル に 分
注した 後. 0.1 mLの5 1Cr 一 棟識 M M 2細胞浮遊液(2×
186 個/mり を加 え ,37 ℃,5% 炭酸ガ ス 培養器に 30分
間イ ン キ エ ペ ー ト し た . 次 い で , こ の 混合液 に 10倍希
釈モ ル モ ッ ト新鮮血清 0.1m ほ 添加 し , 上 記条件下 で
30分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た . 培養終了後 , 500ⅩG, 5
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分間遠心 し , そ の 上晴夜 を測定 に 供し た . 各上清液の
放射能活性 は Auto ･ ga mm aCo u nter(Pa ckard)に よ っ
て 測定 し , 細胞傷害活性度を求 めた . 細胞傷害度の 定量
的表現 は , 5 1Cr の 特 異的放出度の 百分率 に よ っ た .
Spe cific 51Cr-r ele ase(%)
e xpe rim e ntalrele a s e- SPO nta n eO u S r ele a se
m a X l m u m rele a s e
XlOO
m a xim u m8 ICr r ele as eは
5 1
Cr 一 標識 M M 2細胞 に
蒸溜水を加 え , 3 回凍結, 融解 し た もの に つ い て . ま た
SpO nta n e O u S
5 1Cr rele a s eは
5 1
Cr 一 標 識 M M 2細胞
浮遊液 を単独で培養 した も の に つ い て そ れぞ れ 測定 し
た . m a xim u rn51Cr r ele a s eは標識ア イ ソ ト ー プ 真 の
約 88%,SPO nta neO uS8 1cr r ele a seは10時間の 培養後
で も 20%以下で あ っ た .
■
2 ) 抗体依存性細胞傷害試験 :正 常 C 3 H / HeN 及 び
C 5 7 B L/6 マ ウ ス か ら 摘 出 し た 脾臓 を 冷 R P M I-
1 6 4 0液を 含む ガ ラ ス 皿 中で , 1mいツ ベ ル ク リ ン 注
射簡お よ び 駒込 ピ ペ ッ ト によ っ て 破砕 し, メ ッ シ ュ
濾過 , 500ⅩG . 10分遠心 後. R P M 卜 1 64 0液 に 再浮
遊せ し め , 5Ⅹ107 個/mエの 脾細胞単個浮遊液 を 作製 し
た . こ の 脾細胞浮遊液5 山 を プラ ス チ ッ ク ･ ペ ト リ ー
デイ シ ュ ( 60 × 1 5mm. Lu xScie ntific Co . , U.S.A.)
に 入 れ , 37 ℃ , 5% 炭酸ガ ス培養器中で 2時間培養後 ,
ピ ペ ッ ト 操作に より 非付着細胞を え た . 非付着脾細胞
を Tris-N H4Cl溶液処 割 こ よ っ て 混 在 赤血球 を 除去
後 , 遠心 , 洗浄 し , 最終細胞濃度2 × 107 個/mエに 調製
し た
. 上 記非 付着脾細胞浮遊液 0.1 m=こ ,1/10, 1/ 50.
ま た は1/100に 希釈 し た C M S O.1 mL及 び5I Cr 一棟識
M M 2細胞浮遊液(2 × 105 個/mり 0.1 m ほ カ ル チ ャ
ー プ レ ー ト ( Falc o n♯3 0 4 2) 中で 混合 し , 37 ℃, 5%炭
酸 ガ ス培養器中 で 10時間 , 培養後,5 -Cr の 特異的放出
度を算出し た .
3 ) 細胞性傷害試験: 腫瘍退 縮 を認 め た マ ウ ス 及 び
異系腫瘍細胞(E L 4)で 免疫 さ れ た C 3 H / HeN マ ウ ス の
肺臓か ら の 非付着脾細胞2 × 106 個 /0.1 m==51 Cr 一
標識腫瘍細胞 ( 2× 104 個/0.1山) を混合 し , 標的細
胞が M M 2の 場合 は1 0時間.E L 4及 び M H 1 3 4の 場合
は 4時間 , そ れ ぞ れ 37 ℃で 反応 せ しめ , 以 後反応液は
常法 に 従 っ て 処理 し , 特異的5 1Cr 放出度を求め た .
4) O K- 4 3 2誘導腹腔溶出細胞に よる C M S存在
下で の 細胞傷害試験 : 正常 C 3 H /HeN ま た は D B A/2
マ ウ ス に OK - 4 3 2(3 K E /マ ウ ス)を腹腔内投与 し ,
4 日後に ヘ パ リ ン 添加 リ ン 酸緩衝液 5m ほ 腹腔 に 投与
し , 腹部を良 く マ ッ サ ー ジ した後 , 腹腔溶出細胞を収
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集 した . 腹腔 溶出細胞を 10% ウ シ胎 児血清加 R P M I-
1 6 4 0溶液で 3 回遠心 し , 洗浄 L , 1 × 107 個 /mエの 腹
腔溶出細胞浮遊液 を作製 し た . 腹 腔 溶 出細胞浮遊液
0.l mL をカ ル チ ャ ー プ レ ー ト(Falc o n♯3 0 4 2)の ウ エ ル
に 分注 し, 37 ℃, 2時間 , 培養 し , 付着腹腔穆出細胞
マ ク ロ フ ァ ー ジ を え た . 次 い で 2 × 105 個 /m⊥ 5 1Cr
一 様 識 M M 2細胞浮遊液 0.1 nL及 び 50倍希釈 C M S
O.1mエを添加 し , 37 ℃で 10 時 間反応せ し め , 以 下
常法に よ っ て 特異的5 1Cr 放出度 を求 め た .
成 績
1. O E - 432 に よ る抗腫瘍効果発現 に つ い て の マ
ウス 系統差お よ び遺 伝的差異 の 検討
l)C 3 H / HeN,C 5 7 B L/ 6及 び D B A /2マ ウ ス に つ い
て の 検討
主 要組織適合抗原の 制約を超え て , ロ ー 2 型の 異な
っ た マ ウ ス 系統問 に 生者 t 増 殖 し , つ い に はそ の 宿主
を腫瘍死さ せ る乳癌 M M 2を 渚 マ ウ ス 系の 腹腔 に 移植
し, O K - 4 3 2の 抗癌効果を比較検討 した .
表1 に 示 す よう に 対 照 の M M 25 × 105 個 単 独 で
は , D B A /2マ ウ ス の m edia n s u r viv al tim e(MST)
は最も短 く 15 日で あ り , C 3 H / HeN お よ び C 5 7 B L/ 6
マ ウ ス で は約 18 日で あ っ た . しか し , 生存日 数の 個体
差に つ い て 比較検討 して み る と , 3系統間に 有意 差 が
認 め られ なか っ た ･ 他方 , O K - 4 3 2(3 K E /マ ウ ス)
を M M2 移植後 3 日目及 び 10 日員の 2 臥 腹腔内投与
し た 場合で は , D B A /2マ ウ ス の M S T は 34 日で 非治
療群に 比 し若干の 延命が み られ た も の の 全 例 腫瘍死
し , 60 日間の 生存例 は なか っ た . こ れ に 対 し , O K-
4 3 2の 投与を う け た C 3 H/ HeN お よび C 5 7 BL/6 マ
ウ ス で の M S T は非治療群の 3倍以 上で あ り , 60日間
生存例は 50 % 以上で あ っ た . 以 上の 結果か ら, O K _
4 3 2に よ る抗腫瘍効果の 発 現 は マ ウ ス 系 に よ っ て 差
異 が 認 め られ た . ま た , O K - 4 3 2の 投 与に よ り 60 日
間以 上生存し た マ ウ ス に M M 2を 再移植( 2～ 3 ×106
個)す る と 90% 以上 の 個 体 に 腫瘍 の 生者拒絶が 認 めら
れ た こ と , 及び O K- 4 3 2に よ る抗 M M 2腫瘍効果発
現が マ ウ ス 系統 に よ っ て 著し く異 る こ と1 2)･ ほ 1か らみる
と
, 宿主 マ ウ ス の 免疫抵抗能 の 関与が示唆 さ れ た . そ
こ で O K - 432 に よ っ て 誘導 さ れ た M M 2に 対 す る
宿主 抵抗能獲得 に つ い て 検討 を加 え た .
2) 戻し交配 実験 に よ る検討
上記 に 認 め ら れ た O K - 4 3 2に 対す る 反 応性 に は
マ ウ ス の 系統差 が あ り , こ れが 遺伝的背景 に よる もの
か を 明 ら か に す る た め に , B 6 D 2 F. マ ウ ス を
C 5 7 B L /6ま た は D B A / 2マ ウ ス に 戻 し交配 し て 得 ら
れ た 仔 に つ い て 比較検討 し た .
表 2 に 示す よう に (B 6 D 2 Fl X C 5 7 B L /6 )マ ウ ス で
Table l･ Co mparison of the antitu m or effbcts of O K 4 3 2 in C 3H/HeN,C 5 7BL/6 and
D B A/2 miee
m o n 防a)
Str ain H-2 haploty pe
O 定一4 32
Su Ⅳ如山days
MS Tb) 一肌 g¢
su rvi alrateC)
C 3 H/HeN H-2k
5 4.5 17- >6 0 15/20
18.0 16-30 0/2 0
C 57 B L/6 H-2b
6 0･0 1 8->6 0 12/19
1 8･5 15-32 0/2 0
D B A/2 エー2d
34.0 1 6-4 7 0/1 6
15･0 14-29 0/2 0
a) O K 4 32(3K E/m o u se/day) w a s adm 血ister ed i.p. (+)o n Day 3 and DaylOto mic e
Which had i･p･ irtie cted wi th5×105 M M 2tu m o r c ells o nDayO;(-) m e an S Witho ut
O R-4 32(eo nt工015).
T he DayO istheday whenMM 2-tu m O r C ells w erei両e cted i.p.into mice, and Day3
and lOrepre se nt3 and lO daysaftertheinie cted of M M 2-tu m O r Cells,r eSPe Ctively.
b) Median su rviYaltim e.
C) Nu mbers ofsu Ⅳiv o rs a m o ngthe mic e c x amhedo nDay6 0.
O K･432に よ る抗腫囁効果
は O K
- 4 3 2の 効 果は B 6 D 2 F一 に お け るそ れ よ り も
強く現れ た の に 対L , (B6 D 2 F) × D B A /2) マ ウ ス で
は, 著し い 滅弱 が み ら れ た . こ れ らの こ と か ら O K -
4 32 に よ る 抗 M M 2効果の 発 現 は劣性遺伝支配 と み
な さ れ た . そ し て C5 7 BL /6マ ウ ス は 高 反 応 性 ,
DB A /2マ ウ ス で は低 反応性 で あり .そ の 遺伝的支配は
死亡例と生存例 の 致 の 対比関係か ら比較的単純で あ ろ
うとみ な さ れ た .
2. O K
- 4 3 2の 抗 M M 2効果発 現 の 背景
村山 ら 欄 は M M 2 退縮 C 3 H / HeN マ ウ ス 血清中 に は
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マ ク ロ フ ァ ー ジ の 腫瘍傷害 に 有効 な補助因子 (C M S)
が認 め られ る こ と を報告 し た . ま た , 宿主 の 抗腫瘍効
果に は特異的腫瘍細胞傷害性 丁細胞, 特異的抗腫瘍抗
体 , マ ク ロ フ ァ ー ジ等を 介する細胞傷害が知 られ て い
るの で 本実験 に お け る有効因子 を検索 した .
1)O K- 4 3 2投与に よ り腫瘍の 退縮を認 め た マ ウ
ス の 脾細胞に よ る M M 2細胞傷害活性 の 検討
腫瘍の 消失 し た C 3 H / HeN マ ウ ス 脾臓か らの プ ラ ス
チ ッ ク 非付着脾細胞と5 1Cr + 標識 し た MM 2細胞 と
の 10 時間反応結果を表3 に 示 した . そ れ ら脾細胞 は
Table 2
･
AntirM M 2e脆 ctof O K 4 32 in badkc ro ssproge nie s
m o n 紙 5止 血 a)
餌 Ⅳ 紬山 路teb)
O E-43 2.tr¢れed co 丑bol
DI‡A/2
C 57】‡L/6
B 6 D 2 F
l
【B 6 D 2 Fl XD B A/2】
















2/2 17 0/2 31
44/145 0/149
4)5×10
S M M 2ce11s w erei･P･ implaJlted o n DayO, and O K 4 32(
K E/m o u se)i.p. 輌 e cted o nDay3 and lO.
b) Se e払 otn ote c)oftablel.
Table 3･ Cytoto xie a ctivity ofn o n adhe rent sple e n cdls 蝕o m the
ね m o =如 Ct¢d mic ea)






















a) Non adhere nt sple en c e1s and C M Sw ereprepared 丘o m 6 0-day
S u rVivo rs ofthe mic e which had be eniltie ctedwi th5×1 05 MM 2
tu m or c e鮎 (DayO) andtre ated with O K 4 32( K E/m ou se,I)ay
3a nd D 町 10).
b) D 址Itio n of CM S(C 3 H/HeN):1/10 0.
C) Ta rgetc e皿s: M M 2cdls;E ffbcto 工/Target(E/T):100/1.
d) Re ch al1eIlgCd with lxl O` MNL2tu Tn O T C e皿s o nDay60and kiued
7 dayslatef.
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M M 2細胞 を ほ とん ど傷害 しな か っ た . こ の 反応系 に
補助~因子 と し て C M S を添加 し た 場合 に お い て も
M M 2の 傷害が 検出で き な か っ た . さ らに . 60 日間以
上生存し た C 5 7 B L /6マ ウ ス に M M 2細胞 1 0
6
個 腹腔
内に 再移植 した 後 7 日目の 非付着性脾細胞 に も M M 2
細胞傷害性 を検出で きな か っ た .
対照実験 と し て 行 っ た 主要組織適合抗原 H - 2b を
保持 して い る C 5 7 BL /6マ ウ ス 由来の E L 4腫瘍 を H
- 2k 型の C 3Il/ HeN に 腹腔内移植 した 後 ,経時的 に そ
の 脾細胞 の E L4傷害活性を検討 し た結果 で は , 表 4 に
み られ る よ う に EL4 移植後 15 日目 に す で に E L 4傷
害性が み ら れ t 活性 は 20 日目 に い た っ て も保持 さ れ
た . 標 的 細胞 の 対頗 と し て 用 い た H - 2k を も つ
M H 1 3 4細胞に 対 し て は こ.れ ら脾細胞 の 細胞傷害活性
は認 め られ な か っ た .
以上の よう に , 主要組織適合抗原の 制約 に よ っ て 異
Table 4. Cytoto xic a ctivity ofn o n adhere nt
SPlee n c ens fr o m mic e叫 e cted withaト
log¢n eicEL4 血 m o ∫
a)
sple e n c e11s 甲
eCi丘c
51cr rcIcas e( %)b)

























わ 2xl O占 E L4tu m o 工 C e皿s w er egiv e ni.p.
into C3 H/HeN mic e o nDayO.
b) E/T:100/1.
Table 5. Cytoto xic a ctivity of O K-4 32-
in du ced perito n eale x udate ceus (PE C)
in the pre se n c e of C M S
P E Ca) c MSb) 印e Cific 5
1












a) H乱ⅣeSted no m C 3H/HeN mic e4 days
af[er single ip･ 叫 ectio n of O K･4 32(3
K E/m on 紆).
b) Se efbotn ote a)oftable3.
D nutio n of C M S(C 3 H/HeN):1/10 0.
¢ T肛getC ells:M M2c e1s, E/T:50/1.
っ た H - 2 型 を も っ マ ウ ス に は移植 で き な い E L4 に
対 し , C 3 H / HeN(H - 2k) マ ウ ス は効果的な細胞傷害
能をも つ 免疫脾細胞を誘導で き る の に 反 し , 主 要紙職
適合抗原 の 障害 を超 え て , 異な っ た H- 2型 をもっ マ
ウ ス 系 に 生 者 , 増 殖 で き る M M 2に 対 し て は .
C 3 H / HeN お よ び C 5 7 B L/6 マ ウ ス の い ず れ も が 有意
な細胞傷害活性 をも つ 免疫牌細胞 を誇導 で き な か っ
た . し た が っ て 本実験 で の 有効性 を も つ 細胞因子 はT
細胞群 で は な い と推定 さ れ る .
2) 腹腔マ ク ロ フ ァ ー ジに つ い て の 検 討
OK-4 3 2の 投 与に よ り , 宿主 マ ク ロ フ ァ ー ジの生
物学的活性 が上昇す る こ とが 報告 さ れ て い る引 . そ こ
で , O K - 4 3 2投与を う け た C 3H / HeN マ ウ ス の マ ク
ロ フ ァ ー ジ の M M 2細胞傷害性 の 有無 を検討 し た .
C 3 H/HeN マ ウス に 3 K Eの O KN 4 3 2 を腹腔内投
与 し , 4 日目に 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ と M M 2細胞 を 10
時間培養後細胞傷害活性 を検討 し たが , 有意 な傷害活
性 を マク ロ フ ァ ー ジに 認 め る こ と が で き な か っ た . し
か し , C M S を上記 反 応系 に 添加 す る こ と に よ り ,
著 明 な MM 2細胞の 傷害 が も た ら さ れ た (表 5 ).
そ こ で
,
マ ウ ス 系統間で み られ た , OK - 4 32の抗
癌効果相異の メ カ ニ ズ ム の 一 端が , 上記 O K - 4 3 2で
誘導 さ れ る腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の C M S存在下 で の
M M 2細胞傷害能の 相異 に 基 づ く か を検討し た . 表6
に 示 さ れ るよ う に . O K - 4 3 2投与に よ り 誘導さ れた
D B A / 2マ ウ ス 腹腔ヤ ク ロ フ ァ ー ジの C M S存在下で
の M M 2細胞傷害活性 は , C 3 H/ HeN マ ウ ス 腹腔 マ ク
ロ フ ァ ー ジ を 用 い た 実験結果 より 低値を示 した .
3 )C M Sに よる M M2 細胞傷害活性の 検討
C MS が 既知 の 液性成分一抗体-で あ る か を予備的
に し ら べ た . C M Sの M M 2細胞傷害活性の 補体依存性
の 有無を検討 し た結果を表 7示 した . 3 ～ 1 5000 倍浪
Table6. D iffb工e n C ein cytoto xic a ctivity of
O K-4 32-indu ced PE C betw ee nC 3 H/HeN
and D B A/2 mic einthe pr es en c e of CMSa)
PE C fro m specinc
5 1C= elease(%)
b)
D B A/2 13.2±4.7
C 3fI佃 eN 4 1.2土1.4
a) O K-432(3 K E/m o u se)w asiqje cted ipinto
mic e4 days pfio rto h打V e StingP E C. Di
一
山tねn of C M S(C 3ⅠⅠ/圧eN):1/10 0.
b) Target c ens:M M2 c ells, E/T:5 0/1.
Ⅴalu es arepr ese ntedas m e an± S E(n=3).
O K･432に よ る抗腫瘍効果
度CM Sの 補体 ( 新鮮モ ル モ ッ ト 血清) 依存性 お よ び
CM S単独で の M M 2細胞傷害癌性は検出で き な か っ
た . 次に あ る種 の 特異抗体が有す る と さ れ て い る正 常
マ ウ ス 脾細胞 との 共同細胞傷害活性 が C M Sに 認 め ら
れるか を検討 し た . 表 8 に 示す よう に C3 H / HeN マ ウ
スの C M Sに は 正常 C 3 H / HeN お よ び C 5 7 B L/6 マ ウス
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牌細胞と の 共存下で M M 2細胞傷害 は認め られ なか っ
た .
考 案
者者 は本論文 に お い て . 溶連 菌製剤 O K - 4 32の 抗
癌効果が担癌宿主の 遺伝的差異に よ っ て 左右さ れ る事
Table 7. Co mplem e nt-depe ndentcytoto xic activity ofCM S
a)
D ilutio n of C M Sc o mple m ent
b)
spe ci丘¢
5 1c= ¢1ea 紀(%)C)













a) Seefbotn ote a)ofTable 3.
b) D 血 tio n ofc o mple m¢nt(guin e apig):1/10.
C) Ta=get Cells:M M 2c ens.
.
Table 8･ Antibody-depende nt e e血1ar cytoto xic activity of C MSa)
慧雲:冨
tSplee n


























わ See払 0血 Ote a)oft油1e3.
b) No nadhe re ntsple e n cells 蝕o m n o r mal mic e.
C) Target cdls:M M 2;E/T:100/1.
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を , 3 種の 近 交系 マ ウ ス と交配実験 に よ っ て 証 明 し
た . O K - 4 3 2 を投与 し な い 非 治 療 群 で は ,
C3 H / HeN.C 5 7 B L/ 6.D B A /2の マ ウ ス 間で 生 存 日 数
に 有意な差異が み ら れ な か っ たが , O K - 4 32投 与
群 で は M M 2腫瘍退締 が C 3 H / HeN およ ぴ C5 7 B L/ 6
マ ウ ス で は き わめ て 著明で あ り . ま た D B A / 2マ ウ
ス で も O K - 4 3 2投与群で 若干生存 日数の 延長 が み
と め ら れ た .
こ の よ う な細菌製剤の 生物学的効果発現が マ ウ ス の
遺伝的背景と密接 な関係 に あ る こ と は L P S,B C G等 で
明 らか に さ れ て い る
1 4)･1 5)
. Bo r a s chi等
1 4)に よ れ ば ,
B C G投与 に よ り 誘導 さ れ る 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 癌 細 胞 傷 害 活 性 は C3 H / HeN,C5 7 B L/ 6. お よ
び D B A /2マ ウ ス 系統間で 有意差 を み る こ と が で き な
い が , L P Sに はと ん ど反応 しな い C 3 日/HeJ マ ウ ス で
は上記傷害活性が低い こ と か ら ,癌細胞傷害活性をも
つ マ ク ロ フ ァ ー ジ の B C Gで の 誘導 が L P S遺伝子1 6)そ
の もの , あ る い は それ に密接 に関連 した適伝子群に 支
配さ れ て い る こ と を示 した . さ ら に 彼等は1 61細 胞傷害
活性 をもつ マ ク ロ フ ァ ー ジ の B C Gに よ る 誘 導 が マ
ウ ス の 性 別 に 関 係 せ ず, C 3 H/ HeN (L P S高反応
性) マ ウ ス と C3 H / HeJ(L PS低反応性) マ ウ ス か ら
の 雑種 一 代の 上記活性 は両親の中間 と な り t それ を支
配す る遺伝子は常染色休上 に 座位 し て い る こ とが 示 さ
れ た .
以 上の 報告の う ち C3 H / HeJ以外 の マ ウ ス の 遺 伝的
解析 は , マ ウ ス の B-2型 に 対応 した 腫瘍細胞 を用い
て 行 なわ れ て お り , 個 々 の 腫瘍 が も っ て い る傷 害活性
に 対す る感受性の 差異と い う こ と も あ っ て , 抗腫瘍活
性獲得 に 関する遺伝的反応性 の 差 を 正し く 反映 して い
る こ と に はな らな い . 本研究 で 使用 した MM 2マ ウ ス
乳癌 は M H C欠損 して い る た め に 効果的細胞傷害活性
をもつ T 細胞 の 誘導を認 め る こ とは 出来な い が , す べ
て の マ ウ ス 系 に 生者 し,宿主 を 腫病死さ せ る こ と か ら ,
M M 2を使用 す る こ とに よ っ て 上記の 問題点を 克服 し
えた .
す な わ ち , OK - 4 3 2に 対す る マ ウ ス の 反応性 に 雌
雄の 差は み ら れ な か っ た し , O K-4 3 2の 抗癌効果 は
劣性遺伝する こ と が示唆さ れ た . しか も B C G,L P Sに
対 し低反応性 で あ る C 3 H/ HeJ マ ウ ス で は , O K -
4 3 2に 対し C 3 H / HeN マ ウ ス 同様高反応性 で あ り , 両
マ ウ ス 系の 間 に有 意差 は み ら れ な か っ た 叩 . こ れ ら の
こ と は , O K - 4 3 2 ま た は B C G を併用する化学 免疫
療法効果 に お け る要具1 8)お よ び特 異的免疫能増強効果
の 相異1 9)が , 宿主 マ ウ ス の 両細菌製剤に 対する準伝的
に 決定づ け られ た反応性 の 相異 に 基因 して い る こ とを
思 わ せ る . こ の よう な 両細菌製剤の 生物活性 の 相異が,
両者 に よ っ て 誘導さ れ る腹腔細略 (主 に マ ク ロ フ ァ ー
ジ) の 癌細胞傷害作用の 相異 に お い て も明 らか で ある
と 思 わ れ る . B C Gで 誘 導 し た 腹腔細胞 は 単独 で
(lim ulu s反応陰性血清下)2 0J癌細胞を 傷害す るの に 対
し . 本実験系 に お い て は O K - 4 3 2に よ り誘導さ れた
腹腔細胞 は , そ れ自体 , M M 2細胞の 傷害が み られ なか
っ た が . C M S存在下 で 傷害活性 が 示 さ れ た . O E -
4 3 2で 誘導 した 腹腔細胞 の 癌細胞傷害活性 の 発 現 に
C M Sが必要で あ る こ と は , Hib bs 等2 1)が報告 し た よ
う に わ ず か に 活性化さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ の 癌細胞傷
害活性 が 仔牛胎児血 清中 に 混在す る 内毒 素 に よ り増
強 さ れ る 現象 と異 な る と 思 わ れ る . なぜ な らば.
O K - 4 3 2単独投与 マ ウ ス か らの 血 清 は 本実験 の 系
で 有効で な か っ た . こ の 事 はま た C M S中の 活性因子
は To rikai等22)が 示 し た O K- 4 3 2単独で 誘導 さ れ
る因子 と は異 な る こ とを 示 して い る .
また Ishii等5)は O K - 4 3 2で 誘導 し た ラ ッ ト 腹腔
細胞 は単独 で 癌細胞 の 増殖 を g乃 L両 川 お よ び ∫〃
ぴfけ 0 で 抑制する こ と を報告 して い るが , OK - 4 3 2
で 誘導 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ活性 にみ ら れ る相異は実
験 シ ス テ ム の 相 異に 基づ く も の か ど う か は 不明 で あ
る . 本研究 で 使 用 し た M M 2マ ウ ス 乳癌(C 3 H / HeN マ
ウ ス 由来) は主要組織適合抗原の 制約 を超 え て 各系続
マ ウ ス に 生者 , 増殖 し, ま た そ の 細 胞表面 に B - 2
k 抗
原 を検出で き な い 1
2
七 と か ら して , 少 く と も H - 2抗
原欠損癌細胞 とみ な さ れ る . 殺細 胞活性 をも つ T リ ン
パ 球 の 誘導及び活性発現 に抗原細胞が主要組織適合抗
原 (マ ウ ス の 場合 , H - 2 抗原) を も つ こ とが非常に
重要 で あ るが 2 3}, マ ク ロ フ ァ ー ジの 癌細胞傷害活性発
現に も主要組織抗原が何 らか の 形で 関与 して い る もの
と 考え られ るが , 興味 あ る問題で あ ろう .
本研究 に お い て 著者 は , マ ウ ス 系 統問 に み ら れ る
O K-4 3 2の 抗癌効果 の 相異 は , C MS の 存在下 で 殺
細胞効果 を示 す腹腔細胞 の 機能活性及 び細胞集団が
O K - 4 3 2に よ っ て 誘導 さ れ る動態 の 相異 に 基 づ い
て い る可能性 を呈 示 し た が , 上 記 機能 を に な う腹腔細
胞 の 同定 , 及 び C M S中の 有効因子 の 分離等 , 今後の 研
究展開 が望 ま れ る .
結 論
本研究で は主 要組織適合抗原の 制約を 超 え て 生者,
増殖 する M M 2マ ウ ス 乳癌を 使用 し , 諸系統 マ ウ ス に
お け る OK - 4 3 2の 抗癌効果発現 に み ら れ る 差異と
そ れ を もた らす遺伝的支配の 解析が行 なわ れ た .
1) C 3 H /HeN,C 5 7 B L /6及 び D B A /2 マ ウ ス に
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M M2 細胞 5 × 10$ 個を腹腔内移植す る と , マ ウ ス は
2 ～ 3 週間で 全例腫瘍死 し た . こ れ に 対 し ,M M 2移植
後3 日目と 10 日目 の 2 臥 O K- 4 32(3K E/マ ウ ス)
の 腹 腔 内投 与 を 受 け た C 3 H / HeN マ ウ ス 及 び
C5 7B L/ 6マ ウ ス で は , m edia n su rviv altim eが非処
置群の 約 3倍程度延長 し , しか も50% 以 上 の マ ウ ス が
60 日間生存 した . しか し , D B A /2マ ウ ス で は全例60
日以 内に 腫瘍死 し た .
2)この O K- 4 3 2に 対す る反応性の マ ウ ス 系統差
は ∴ 遺伝的背景 の 差 異 に 基づ く も の で あ る こと も /
B 6D 2 Fl を 親 系統 に 戻 し 交 配 し て え ら れ た 仔
(B 6 D 2 FI X D B A / 2) マ ウ ス ま た は(B 6 D2FI X
C 57 BL /6) マ ウス を用 い た結果か ら確 か め られ た .
3)O K - 432 の 投与 に より 腫瘍 の 消失し た マ ウ ス
からの 非 付着牌細胞 は , C M S存在の 有無 に か か わ ら
ず,in uitro で M M 2傷害活性を示 さず , ま た C MS の
補体依存性傷害性活性及び抗体依存性細胞傷害活性 も
みられ なか っ た .
4) 一 方 , O K - 4 3 2の 投与 を受 けた C 3 日/HeN マ
ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジが C M S存在下 で M M 2傷害
活性を示 し たが . OKN4 32投与を受 けた D B A/ 2 か
らの腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ は , その 傷害活性は著し く滅
弱して い た .
以上の 実験成績か ら , 諸 マ ウ ス 系統 間 に み ら れ る
O K- 4 32の 抗癌効果発現の 相異は , 少 な く と も O K
- 43 2に よ っ て 誘導 され る 腹腔細胞 の 機能活性及 び
細胞集団の 相異に 基づ い て い る こ とが 示唆 され た .
稿を終え るに 臨み . 御指 導 , 御校閲を 賜 っ た磨伊正義教授
ならび に御助言をい た だ い た研究室の 各位に 深く感謝い た し
ます･ ま た . 御指導御助言を 賜 っ た 化学療法部越村三 郎教授 .
免疫生物部坂 井俊之助助教授 な ら びに 本研究遂行に 多大の 御
協力を い た だ い た 化学療法 郡猟山 一 雄博士, 村山次 哉氏 に深
く感謝 い た し ま す .
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A bs仕act
T he pre s e nt study ex a min ed diffe re n c e sin elicitatio n of t he a ntitu m or effe ct of O K-4 3 2 in
Va rio u s m o u s e str ain s and gen etic c o ntrol r esultingin the diffe r e n c e s･ M ou se mam mary aden o-
Ca r Cin o m a(M M 2) w a s u s ed as an indic ator, be c au s ethis tu mor w as fo u nd to be a deBcient
,
m毎o r histo com patibility-an igen (H -2) which c o uldbe "take n= up by au strains of mic e re_
ga rdle ss of H
-2 haploty pe s･ M edia n sur vival tim e(MS T) of mic e(c o ntr oIs) which re c eiv ed
i･P･ -im plantatio n of 5×1 05 M M 2-C e11s wa s2 to 3 w eeks, and no mic e su rvi ed ov er 6 0 days.
W he n C 3 H/HeN a nd C 5 7 B L/6 mice w e r etre atedふith O K-4 3 2(3 K E/m ous ei.p.)3 and l O days
afte rtu mor im pla ntatio n, t heir M S Ts be cam e alm ost 3tim esIo nge rthan that ofthe c ontroIs
,
a nd 5 0% ofthe mice receiving O K-43 2su rviv ed over 60 days･ T he antitu m or effe ctofO K-4 3 2
,
how e v e r, Wa S nOt effectjvely developed in D B A/2 mic e, eVen tho ugh M S Tw a s m oder ately
PrOlo nged･ In an othe r s e ries ofexperim ents wi th backcr os sprogenies,(B 6 D 2 FlXC 57BL/6) mic e
画e cted M M 2-tu m O r mO ret han did(B 6 D 2 FlXD B A/2) mic e when O K-4 3 2wa s administered.
T he cytoto xicity against M M 2-tu m O r C ells bythe n onadherentsple e nc ens fro meithe rC 3 H/
HeN o rC 57 B L/6 mic e, W hich o v e rc am eM M 2ch alle nge over60daysbytr e atm e ntwith OK-43 2,
W aS n Ot de m o nstrated by a st左nda rd SIcr-r ele ase cytotoxic a s ay test. T he ser um (C MS)fro m
S u Ch M M 2-rdected mice also sho w ed n eithe rthe c o mplem e nt-depende nt cytoto xic activity n o r
the a ntibody
-depe ndent c e11ular cytoto xic a ctivity against M M 2-tu mOr Cellsin vitr o. On the
Other ha nd
,
the ad he rent perito n eale x udate c ells(m ac r ophages)fr o m C 3 H/HeN mic eirdected
With OK-4 3 2show ed the cytoto xic activity against MM 2-tu m O r C e11sin vitroin thepres enc e of
C M S
,
but n ot in the abse n c e of C M S･ T he c ooperative cytotoxic a ctivity with C MS ofO K-4 3 2-
indu c ed m ac rophage sfro mD B A/2 mic e w aslo w e rthanthat fr o mC 3 H/HeN mic e.
T he r e sults obtain ed suggest that the re exists age n etic c o ntr olon the elicitatio n ofantitu m o r
effe ct of O K-4 3 2
,
a nd that t he r e spo n siv e n e s sto the drug m ay be du eto diffe re n c e sin activitie s
and/O rPOPulatio n of the peri to n e ale x udate c e11sindu c ed by O K-4 3 2.
